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El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Babesiosis del Centro 
Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Salud Animal e Inocuidad del 
Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas y Pecuarias (CENID-SAI 
INIFAP), el objetivo fue poner a punto el Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a 
Enzimas Indirecto (iELISA) para estudios serológicos de babesiosis bovina con 
el uso de proteína recombinante RAP-1 como antígenos para Babesia 
bigemina, mediante la inoculación de esta proteína en dos ovinos, con el fin de 
observar reconocimiento de la proteína a nivel inmunológico (formación de 
inmunocomplejos), ya que la enfermedad es específica de bovinos. Se 
realizaron seis inoculaciones para un ovino y siete para el otro, con espacio de 
14 días entre inoculaciones a una concentración total de 1900μl/ml junto con 
adyuvante de Freund vía intramuscular, se extrajeron muestras sanguíneas de 
cada día que se administró la proteína y se centrifugaron en el Laboratorio de 
babesiosis del CENID-SAI del INIFAP para obtención de suero sanguíneo y la 
posterior realización de pruebas serológicas; las cuales fueron 
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para la observación microscópica por 
epifluorescencia de la reacción antígeno nativo–anticuerpo reconocidos en las 
muestras (considerada como “la prueba de oro” en babesiosis bovina) y el 
Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas indirecto (iELISA), para poder 
identificar reconocimiento antígeno recombinante–anticuerpo. Los resultados 
obtenidos para la técnica de IFI demostraron positivas las muestras a partir del 
segundo muestreo para un ovino y partir del tercer muestreo. En la prueba de 
iELISA resultaron positivos a partir del segundo muestreo para ambos ovinos. 
De esta forma se demostró que existe reconocimiento inmunológico en ambas 
técnicas y que los productos derivados de las inoculaciones de la proteína 
recombinante RAP-1 de Babesia bigemina a ovinos fueron anticuerpos 
policlonales adquiridos exitosamente. 
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Por otro lado, se determinó la concordancia entre ambas pruebas serológicas 
para medir el grado de acuerdo entre ellas (precisión) obteniendo una 
concordancia sustancial. 
Posteriormente se realizaron pruebas serológicas de un hato proveniente de 
una zona endémica para comprobar que el antígeno recombinante puede 
reconocer para el antígeno completo de B. bigemina de campo. Del mismo 
modo se realizó la prueba de Inmunofluorescencia indirecta para confirmar el 
reconocimiento de anticuerpos y determinar que efectivamente el ganado 
estuvo en contacto con los antígenos, posteriormente se realizó Ensayo por 
Inmunoadsorción Ligado a Enzimas, para determinar que el antígeno 
recombinante RAP-1 de Babesia bigemina es capaz de reconocer al antígeno 
completo de Babesia bigemina. Los resultados demostraron que el antígeno 
recombinante RAP-1 reconoce al anticuerpo completo de Babesia bigemina, 
siendo de utilidad para estudios epidemiológicos de babesiosis bovina. 














The present work was carried out in the Babesiosis laboratory of the National 
Center for Disciplinary Research in Animal Health and Safety of the National 
Institute of Agricultural and Livestock Research (CENID-SAI INIFAP), the 
objective was to develop the Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
(iELISA) for serological studies of bovine babesiosis with the use of recombinant 
protein RAP-1 as antigens for Babesia bigemina, by inoculating this protein in 
two sheep, in order to observe recognition of the protein at the immunological 
level (formation of immunocomplexes). Six inoculations were performed for one 
sheep and seven for the other, with a space of 14 days between inoculations at 
a total concentration of 1900μl/ml together with Freund's intramuscular adjuvant, 
blood samples were taken from each day that the protein was administered and 
centrifuged in the Babesiosis Laboratory of the CENID-SAI of the INIFAP to 
obtain blood serum and the subsequent realization of serological tests; which 
were Indirect Immunofluorescence (IFI) for the microscopic observation by 
epifluorescence of the antigen-antibody reaction recognized in the samples 
(considered as "the gold test" in bovine babesiosis) and the Indirect Enzyme 
Linked Immunoadsorption Assay (iELISA) , to be able to identify recombinant 
antigen-antibody recognition. The results obtained for the IFI technique showed 
positive samples from the second sampling for an ovine and from the third 
sampling. In the iELISA test they were positive from the second sampling for 
both sheep. In this way it was demonstrated that there is immunological 
recognition in both techniques and that the products derived from the 
inoculations of the recombinant protein RAP-1 from Babesia bigemina to sheep 
were successfully acquired polyclonal antibodies. 
On the other hand, the agreement between the two serological tests was 
determined to measure the degree of agreement between them (accuracy), 
obtaining a substantial concordance. 
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Subsequently, serological tests were performed on a herd from an endemic area 
to verify that the recombinant antigen can recognize the complete antigen of B. 
bigemina in the field. In the same way the indirect immunofluorescence test was 
carried out to confirm the recognition of antibodies and to determine that the 
cattle were effectively in contact with the antigens, later Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay was performed, to determine that the recombinant 
antigen RAP-1 of Babesia bigemina is able to recognize the complete antigen 
of Babesia bigemina. The results showed that the recombinant antigen RAP-1 
recognizes the complete antibody of Babesia bigemina, being useful for 
epidemiological studies of bovine babesiosis. 
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Las garrapatas y las enfermedades que transmiten se encuentran ampliamente 
distribuidas en el mundo, especialmente en zonas tropicales y subtropicales 
(Rodríguez et al., 2014); en el año 1982 el 80% del ganado bovino a nivel 
mundial estaba infestado con garrapatas. Sin importar la especie de garrapata, 
ya que es muy parecido el daño que producen; transmisión de toxinas, estrés, 
daño de piel por mordedura, anemia, entre otros problemas que provoca la 
garrapata por sí sola, sin contar que son vía de transmisión de diversos agentes 
patógenos, pues son vectores de ciertos microorganismos que provocan 
enfermedades en los bovinos, generando mermas en la producción de leche 
y/o carne, además de diversos cuadros clínicos y en ocasiones la muerte, 
además delas considerables pérdidas económicas (Solorio y Rodríguez, 
1997a). 
En México, una de las enfermedades que afecta bastante al sector ganadero 
es la babesiosis bovina, causada por protozoarios intraeritrocíticos; Babesia 
bovis y Babesia bigemina, que tiene como vector a la garrapata Rhiphicephalus 
microplus (antes Boophilus microplus) y Rhiphicephalus annulatus (antes 
Boophilus annulatus) con mayor y menor distribución respectivamente, 
ocupando entre ambas aproximadamente un 66% del territorio nacional (zonas 
tropicales y subtropicales) (Murrel y Barker, 2003; Figueroa et al., 2015; 
SENASICA, 2018). Por otro lado, de las 33,779,290 de cabezas de ganado 
existentes en México (SIAP, 2016), el 75% de estos se encuentran dentro del 
66% de la distribución del vector, lo que da como resultado que más de 25 
millones de bovinos están expuestos al vector y las enfermedades que 
transmiten (Bautista-Garfias et al., 2012). Cabe mencionar que las mermas 
ocasionadas por babesiosis bovina es menor en zonas endémicas con ganado 
nativo ya que se mantiene un equilibrio enzoótico entre el vector, el agente 
causal y el hospedero, donde los animales mantienen anticuerpos contra 
Babesia de por vida y mayor en animales provenientes de zonas libres que son 
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introducidos  zonas de alta endemicidad, ya que hay mayor susceptibilidad y 
existe un elevado riesgo de que el ganado introducido tenga un alto porcentaje 
de morbilidad y mortalidad, provocando así pérdidas económicas para el 
ganadero. 
Las pérdidas económicas que son atribuibles únicamente al vector 
Rhiphicephalus (Boophilus) microplus son de US $ 573'608,076, en donde US 
$ 68'878,694 son pérdidas en hatos lecheros y US $ 504'729,382 en ganado de 
carne (Rodríguez et al., 2017). Sin embargo, aún no existe ninguna estimación 
que reporte las cifras ocasionadas por la babesiosis bovina. Aunque si se puede 
acceder a información en bases de datos de los brotes de Babesiosis que han 
surgido en el territorio nacional donde se puede tener una idea de las grandes 
pérdidas que esta enfermedad causa. La OIE reportó en un periodo de enero 
de 2015 a abril de 2017 86 nuevos focos de infección, teniendo 133 casos de 
babesiosis y 18 muertes, involucrando a los estados de Colima, Oaxaca, 
Puebla, San Luis Potosí, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatán; 
en donde Tamaulipas reportó mayor número de animales susceptibles, sin 
reportar muertes y Puebla tuvo mayor número de muertes reportadas, cabe 
destacar que no todos los casos o muertes por babesiosis son reportados a las 
autoridades (OIE-WAHIS, 2017). 
Debido al desequilibrio en la triada epidemiológica, se genera una inestabilidad 
enzoótica, dando como resultado brotes, sin embargo, cuando hay un 
diagnóstico oportuno, se podría controlar la tasa de morbilidad y mortalidad del 
ganado, del mismo modo es importante dar tratamiento temprano a los 
animales afectados. Por lo general, la babesiosis se diagnostica mediante 
observación directa al microscopio de frotis sanguíneos teñidos con Giemsa, 
para identificar a los parásitos dentro de los eritrocitos (Figueroa y Álvarez, 
2003); sin embargo, este método no es lo suficientemente sensible como para 




Por otro lado, el control principal que se ha manejado ha sido hacia el vector, 
por medio de ixodicidas, pero su uso inadecuado ha provocado resistencia de 
garrapatas a los químicos utilizados (Rodríguez et al., 2014). Debido a esta 
resistencia es por lo que se debe tomar gran importancia en crear un control 
integrado de garrapatas para lograr un mayor impacto en la reducción del 
problema, manteniendo una estabilidad enzoótica y que el daño económico de 
producción se evite (Cantú y García, 2013). 
Finalmente, es importante mencionar que el presente trabajo tiene como 
propósito poner a punto una prueba serológica para fines de investigación sobre 
el diagnóstico de babesiosis bovina, mediante la inoculación experimental de 
proteínas recombinantes RAP-1, como antígeno de Babesia bigemina a ovinos, 
con el fin de obtener anticuerpos policlonales, de esta forma se evaluará si 
existe o no reacción inmunológica entre el antígeno nativo y el antígeno 




2.1       Babesiosis bovina 
La babesiosis bovina también es conocida como piroplasmosis, fiebre de 
garrapata, ranilla roja, fiebre de Texas, tristeza bovina, fiebre hematúrica, aguas 
rojas. (Gasque, 2008; Rovid et al., 2010). Es una de las enfermedades más 
importantes del ganado bovino en áreas tropicales y subtropicales de todo el 
mundo, es transmitida por un vector (garrapatas), causada por parásitos 
intraeritrocíticos obligados del género Babesia (Hernández et al., 1990). En 
México se han reconocido dos especies: Babesia bovis y Babesia bigemina, 
cuya presencia y distribución se encuentra asociada con su garrapata vector, 
Rhiphicephalus microplus y Rh. Annulatus (Rojas et al., 2004). 
Generalmente, B. bovis es más patógena que B. bigemina, ya que afecta el 
sistema nervioso central (SNC) (Gasque, 2008). Las infecciones se 
caracterizan por pirexia, ataxia, anorexia, shock circulatorio general y en 
ocasiones signos nerviosos como resultado del secuestro de los eritrocitos 
infectados en los capilares cerebrales (sólo con B. bovis). En condiciones 
naturales, ambas especies de Babesia se presentan como coinfección, 
causando una condición patológica con severo daño e incluso la muerte de los 
animales, particularmente en ganado susceptible a los parásitos (García et al., 
2003; OIE, 2008). 
 
2.2        Etiología 
El género Babesia pertenece a la: Clase Sporozoa, subclase Piroplasmea, 
familia Babesiidae. Son Apicomplexa (complejo apical), aunque incompleto (sin 
conoide, pero con roptrias de aspecto piriforme, anillo polar y, a veces, con 
microtúbulos subpediculares y micronemas), las roptrias y los micronemas 
participan en la adhesión e invasión a la célula blanco; también presenta 
organelos comunes de células eucariotas como se muestra en la figura 1. 
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Babesia es típica de reproducción alternante sexual y asexual. Los gametos no 
tienen flagelos y se alimentan por pinocitosis a partir de glóbulos rojos, cuya 
hemoglobina hidrolizan, sin dejar pigmentos, al contrario de lo que ocurre con 
Plasmodium. Metabolizan la glucosa dando lugar a la formación de ácido 
láctico, así como la manosa, el inositol y las proteínas (Navarrete et al., 1999). 
 
 
Figura 1. Diagrama de un merozoito de Babesia spp. 
Fuente: Parasitología Interactiva, 2018. 
 
2.3        Morfología 
Babesia bigemina es grande y pleomórfica; se identifica por un par de 
corpúsculos en forma de pera unidos en ángulo agudo dentro del eritrocito 
maduro. También hay formas redondas que miden entre 2 y 3 µm y aquellas en 
forma de pera o alargadas que miden entre 4 y 5 µm. En cambio B. bovis, 
aunque también es pleomórfica, es pequeña, está identificada como pequeños 
corpúsculos redondos o como corpúsculos en pares en forma de pera unidos 
en ángulo obtuso dentro de un eritrocito maduro. Las formas redondas miden 
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de 1 a 1.5 µm y las de forma de pera de 1.5 a 2.4 µm (Gasque, 2008). Por su 
parte, Núñez (2007), menciona que el eritrocito maduro del bovino mide 5.5 µm 
de diámetro; de modo que Babesia bigemina abarca casi todo el eritrocito y B. 
bovis solo de una a dos cuartas partes del eritrocito maduro, como se observa 
en la figura 2. 
 
 
2.4        Epidemiología 
La babesiosis bovina tiene tres componentes epidemiológicos principales: el 
vector, el agente causal y el huésped, a esta relación se le denomina triada 
epidemiológica y, el estado de equilibrio que existe entre estos tres elementos 
establece a la estabilidad enzóotica (Meléndez, 1998). Además de la 
interacción de estos componentes, el modelo biológico puede manifestar otras 
características de acuerdo con las condiciones ambientales y sistemas de 
producción particulares (Solorio y Rodríguez, 1997a). Cabe destacar que 
Figura 2.Frotis sanguíneos teñidos con Giemsa: Eritrocitos parasitados, A) B. 
bigemina y B) B. bovis, bajo el objetivo de 100x. 
Fuente: Unidad de Babesiosis, CENID-Salud Animal e Inocuidad, INIFAP. 
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también se incluyen tres eslabones importantes, el primero formado por los 
animales enfermos o los portadores sanos; un segundo que sería el entorno 
ambiental, que regula la presencia de vectores en él y, por último, un tercer 
eslabón constituido por los animales receptivos (Navarrete et al., 1999). 
La babesiosis bovina se puede encontrar en cualquier lugar donde existan 
garrapatas, siendo más frecuente en zonas tropicales y subtropicales. B. bovis 
y B. bigemina son especialmente importantes en Asia, África, América Central 
y del Sur, partes del Sur de Europa y Australia (OIE-WAHIS, 2017). Babesia 
divergens es un parásito importante en partes de Europa (Reino Unido, España 
y el norte de Europa); su vector, Ixodes ricinus, puede sobrevivir desde el norte 
de Escandinavia hacia el Mediterráneo; por su parte, Babesia major se puede 
encontrar en algunas regiones de Europa, China, Noroeste de África y Asia; 
mientras que Babesia ovata se ha descrito en Japón, China y este asiático; 
Babesia occultans se ha informado de su presencia en África, y Babesia 
jakimovi en Siberia (Rovid et al., 2010), la distribución mundial de Babesia spp. 
ocasionando la enfermedad en bovinos se representa en la figura 3, donde se 
puede observar la concordancia de la presencia de la enfermedad con los 
agentes patógenos descritos anteriormente con sus respectivos países, 
recalcando que en color verde se identifican los países donde la enfermedad 
está ausente, muy probablemente por las condiciones ambientales que no son 
óptimas para el desarrollo del vector. 
En México las infecciones por Babesia comienzan a aparecer en los meses de 
abril y mayo, mientras que de junio a agosto es el periodo de máxima incidencia; 
desciende la presentación del proceso en otoño y presentándose como escasa 
o nula incidencia en invierno (Navarrete et al., 1999). Sin embargo, se han 
registrado focos de infección mayormente de julio a diciembre de 2005 a 2017 
(OIE-WAHIS, 2017); esto de alguna forma es atribuido al calentamiento global 




Figura 3. Mapa de la distribución mundial de babesiosis bovina. (OIE-WAHIS, 
2017). 
Se ha observado que se presenta baja morbilidad en el ganado vacuno que 
habita en zonas endémicas, debido a la resistencia por anticuerpos 
desarrollada frente al parásito o adquirida por calostro materno en becerros, 
gracias a la estabilidad enzoótica establecida (Polanco y Ríos, 2016). Por 
consiguiente, sólo se presenta la enfermedad cuando se rompe el equilibrio 
entre los tres componentes epidemiológicos por causas externas a estos, o 
cuando penetran en zonas endémicas hospedadores susceptibles, procedentes 
de otras áreas donde no han tenido contacto con Babesia spp y que tampoco 
se les haya realizado un plan de control y al no poseer un sistema inmunitario 
desarrollado por la presencia del protozoario, éste puede llegar a órganos 
vitales, producir alteraciones irreversibles y finalmente la muerte. Es por lo que 
se deben tomar en cuenta todos los factores que podrían afectar al ganado que 
se está introduciendo a una zona endémica y tomar ciertas medidas y 
prevenciones para evitar pérdidas ganaderas considerables (Navarrete et al., 




2.5        Transmisión 
La transmisión del parásito al bovino es por medio del vector Rhiphicephalus 
microplus y Rh. annulatus (anteriormente clasificadas como Boophilus 
microplus y Boophilus annulatus) con mayor y menor frecuencia 
respectivamente debido a su distribución (Figueroa et al., 2015). En México se 
reconoce a los Estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y 
Chihuahua como libres del ectoparásito Boophilus spp, que comprende el 
30.60% del territorio nacional. 
En fase de erradicación (4) se encuentran los Municipios de Los Cabos y la 
parte sur de La Paz en Baja California Sur; los municipios de Ahome, El Fuerte 
y Choix en el norte de Sinaloa, en su margen derecha del rio El Fuerte; los 
municipios de la zona Desierto del estado de Coahuila: Cuatro Ciénegas, 
Ocampo y Sierra Mojada en que abarca el 3.44% y el resto del país en con 
control con el 65.96% (SENASICA, 2018). 
Ha sido ampliamente estudiado que Babesia bigemina la transmite la garrapata 
solo en estadios de ninfa y adulto, mientras que Babesia bovis en estadio de 
larva, además de que el desarrollo y la alimentación de la garrapata vector 
tienen una influencia importante en la transmisión de la enfermedad (Dalgliesh 
et al., 1978; Alonso et al., 1992; Rovid et al., 2010). Estos parásitos pueden 
transmitirse por vía transovárica a varias generaciones, aunque esto varía 
según la especie de Babesia y la de garrapata (Bravo, 2012).  
Babesia también se puede transmitir entre animales por inoculación directa. Las 
moscas y los fómites contaminados por sangre infectada podrían actuar como 
vectores mecánicos, aunque se piensa que este método de transmisión no tiene 




Figura 4. Distribución de la garrapata Boophilus spp. 
Fuente: SENASICA, 2019. 
 
2.6        Ciclo biológico 
Babesia tiene un complejo ciclo biológico, con formas evolutivas diferentes en 
el hospedador definitivo (bovino) y en el hospedador intermediario o vector 
(garrapata). Cuando la garrapata succiona sangre inocula los esporozoítos de 
Babesia spp. que se introducen en los glóbulos rojos del bovino, donde realiza 
una reproducción asexual (fisión binaria) después se lisa el glóbulo rojo y cada 
merozoito invade un nuevo eritrocito produciéndose merogonias 
sucesivamente. La multiplicación es asíncrona y se pueden presentar varias 
etapas de división del parásito en el torrente sanguíneo al mismo tiempo que 
invaden nuevos glóbulos rojos (Carrique y Rivera 2000; Chauvin et al., 2009). 
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La multiplicación de los parásitos en los vertebrados tiene lugar en los eritrocitos 
mediante un proceso de gemación (esquizogonia), que da lugar a dos, cuatro o 
más trofozoítos, estas formas salen de los hematíes e invaden a otros, 
repitiéndose el proceso hasta que esté parasitado un gran número de glóbulos 
rojos. El ciclo continúa cuando una garrapata ingiere eritrocitos parasitados. Los 
trofozoítos de Babesia spp. se liberan del glóbulo rojo mediante un proceso de 
digestión en la garrapata (Soulsby, 1987; Quiroz, 2008). 
Cuando los eritrocitos infectados con Babesia son ingeridos por las garrapatas, 
la mayoría de los parásitos se degeneran y se destruyen; sin embargo, algunos 
estadios específicos del parásito (pre-gametocitos) sobreviven para 
desarrollarse en gametocitos, estos se transforman en gametos masculinos y 
femeninos que se fusionan en el lumen del tracto digestivo de la garrapata para 
formar un cigoto alargado de 8 a 10 µm de longitud que lleva un organelo similar 
al pico de una cabeza de flecha, que facilita su penetración en las células del 
intestino medio formando un cigoto después de la fusión (Chauvin et al., 2009). 
Posteriormente, el cigoto se desarrolla en una etapa infecciosa, después de 
cuatro días penetra en las células epiteliales de los tubos de Malpighi de la 
garrapata donde tiene lugar una fisión múltiple del núcleo, formando cuerpos de 
fisión y de ellos se desarrollan vermículos o kinetos móviles que destruyen las 
células intestinales, escapan a la hemolinfa y se distribuyen en los diferentes 
tipos de células y tejidos, incluyendo los ovarios donde muchos huevos son 
infectados con Babesia spp. (transmisión transovárica). Cuando la garrapata 
hembra pone sus huevos, los embriones ya están infectados (Navarrete et al., 
1999; Rovid et al., 2010). 
A medida que las larvas se desarrollan, penetran en las células epiteliales del 
intestino donde tiene lugar una fisión múltiple del núcleo, con formación de más 
vermículos, los cuales migran a las glándulas salivales de la garrapata (Olsen, 
1977; Quiroz, 2008). Posteriormente, Babesia se multiplica asexualmente, 
continuando como esporogonia y el desarrollo de numerosos kinetos 
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(esporoquinetos), algunos kinetos invaden las glándulas salivales de las 
garrapatas, donde se desarrollan en esporozoitos (Rovid et al., 2010). 
Al romperse las células epiteliales infectadas, los vermículos pasan al lúmen 
intestinal, y la hemolinfa, emigran a las glándulas salivales de la ninfa, se 
redondean y aumentan de tamaño, reproduciéndose de nuevo asexualmente, 
donde permanecen hasta ser inoculados (Olsen, 1977; Quiroz, 2008). Los 
parásitos de B. bovis generalmente pueden ser infecciosos 2 a 3 días 
posteriores a que se prenden a las larvas de las garrapatas y se pueden 
transmitir a través de las larvas. En R. microplus, B. bovis no sobrevive más allá 
del estadio larval. Por el contrario, B. bigemina madura aproximadamente 9 días 
después de que la larva de garrapata se prende y sólo se transmite a través de 
ninfas y adultos (Rovid et al., 2010). 
Se ha visto que, al momento de alimentarse del hospedero vertebrado, los 
esporozoítos penetran con la saliva y pasan a la sangre, apareciendo en los 
eritrocitos entre los 8 a 12 días posteriores. En esencia, el desarrollo y la 
transmisión de Babesia spp. en las garrapatas de un hospedador se realiza por 
vía transovárica, puesto que, una vez fijada la larva, el resto de las fases del 
desarrollo tienen lugar en el mismo animal (Soulsby, 1987; Quiroz, 2008). 
El ciclo puede resumirse en cuatro etapas de reproducción de Babesia spp. 
1. Fisión binaria en los eritrocitos 
2. Fisión múltiple en epitelio intestinal y túbulos de Malpighi 
3. Fisión múltiple en ovarios e invasión de huevos. 
4. Fisión múltiple en intestino y glándulas salivales de larva o ninfa (Quiroz, 
2008). 
Estas etapas se muestran detalladamente en la figura 5, implementando la 




Figura 5. Ciclo biológico de Babesia bovis 
Fuente: Modificado de (Mosqueda et al., 2012). 
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2.7        Patogenia 
Existen tres factores que podrían condicionar la patogenia de la enfermedad.  
1. Dependientes del hospedador, por ejemplo, que los becerros son más 
resistentes que los adultos y más sensibles los Bos taurus que los Bos indicus, 
los bovinos esplenectomizados son más susceptibles que los completos, la 
alimentación, sanidad y estado fisiológico en el que se encuentra el animal.  
2. Dependientes del parásito: la especie B. bovis es más patógena que B. 
bigemina, tropismo del parásito y capacidad de multiplicación.  
3. Dependientes del medio ambiente, como la presencia e intensidad de los 
vectores competentes (Navarrete et al., 1999). 
La infección se produce por la saliva de las garrapatas infectadas al morder al 
bovino o por inoculación parenteral de sangre; Babesia ejerce acción traumática 
al liberarse del eritrocito, acción expoliatriz al alimentarse de hemoglobina, 
acción mecánica al formar acúmulo de parásitos a nivel capilar y finalmente una 
acción tóxica con los productos metabólicos de merozoítos demostrada a nivel 
de SNC (Quiroz, 2008). 
Babesia bovis es mucho más patógena que Babesia bigemina al inducir un 
fenómeno de coagulación intravascular diseminada, lo que origina un cuadro 
de tipo hemorrágico en diversos órganos y posibles alteraciones en el sistema 
nervioso, al bloquearse el riego sanguíneo al cerebro (Carrique et al., 2000). En 
cambio, Babesia bigemina se multiplica primero en los eritrocitos de los 
capilares de los órganos internos y posteriormente aparecen en la sangre 
periférica (Quiroz, 2008). 
En la presentación de la enfermedad por lo general hay hemólisis, edema, 
anemia, trombosis, al igual que formación de inmunocomplejos que se 
depositan en la membrana basal de los epitelios, y provocan procesos 
vasculares y digestivos en la enfermedad. Los eritrocitos (parasitados o no) son 
marcados por el complemento y al ser fagocitados y capturados por macrófagos 
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que reconocen a aquellos hematíes dan lugar a la formación trombos 
(Navarrete et al., 1999). 
Mecanismos tales como la disfunción hepática, desequilibrio electrolítico, 
presencia de coagulación intravascular diseminada, alteración de plaquetas 
debido a la trombocitopenia, nitrógeno ureico, bilirrubina aumentados e incluso 
la presencia de los metabolitos del parásito conducen a una inflamación 
generalizada, choque circulatorio y muerte del animal (Boero, 1976; Quiroz, 
2008 y Bravo, 2012). 
Se genera una pérdida de productos de degradación del fibrinógeno, debido a 
que los merozoítos liberan dentro de los glóbulos rojos sustancias enzimáticas 
(esterasas y proteasas), por esta causa se forman trombos, dando lugar a 
procesos de coagulación intravascular diseminada favorecida por formación de 
calicreína, por activación de precalicreína que se encuentra de manera natural 
en la sangre (Navarrete et al., 1999). Los antígenos fijadores del complemento 
tienen amplio rango para ambas enzimas; estas hemolizan tanto la 
hemoglobina natural como la desnaturalizada (Quiroz 2008). En cepas 
virulentas de B. bovis estas enzimas han mostrado ser quimioatrayentes para 
leucocitos polimorfonucleares; se presentan cambios morfológicos en la 
membrana plasmática y los eritrocitos infectados quedan retenidos en capilares 
pulmonares y cerebrales causando el secuestro de eritrocitos y neutrófilos 
provocando anoxia (Uilenberg 1995; Brown y Palmer 1999; Ortega et al., 2009). 
Las coagulopatías ocasionadas por Babesia, junto a la liberación de sustancias 
tóxicas procedentes de excretas y detritus celulares y tisulares, y a la 
destrucción de glóbulos rojos, explican la actividad patógena de hipoxia de los 
órganos y tejidos del animal afectado (Navarrete et al., 1999). 
En la figura 6 se observa un esquema de la patogenia de la enfermedad desde 
la mordedura de la garrapata (inoculación del parásito al bovino), posterior 
invasión de eritrocitos gracias a la liberación de metabolitos, hay lisis de 
glóbulos rojos, parasitemia y signología clínica; cabe mencionar que la lisis de 
eritrocitos causa anemia y activación de calicreína que provoca trombosis 
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general, de esta manera se provoca una inflamación generalizada, choque 





2.8        Signos clínicos 
Los signos clínicos en el hospedador varían en intensidad, dependiendo de la 
virulencia de la cepa de Babesia, la cantidad inoculada, la edad del animal, el 
estrés, la raza, estado fisiológico y en los animales jóvenes de zonas 
endémicas, el grado de inmunidad transferida por el calostro (Morilla, 1981).  
La enfermedad en el ganado bovino adulto se caracteriza por aumento súbito 
de la temperatura de hasta 42°C. La fiebre permanece por tres días o más, 
acompañada de depresión, pérdida de apetito, atonía del rumen y constipación, 
Figura 6. Mecanismo de acción patógena en babesiosis de rumiantes. 
Fuente: Elaborado por el autor; imágenes tomadas del INIFAP (Laboratorio de 
babesiosis), Shutterstock y Google imágenes. 
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aumento del pulso y respiración, postración y rápida disminución de la 
producción en vacas lecheras. Al inicio de la enfermedad las mucosas se tornan 
pálidas y la orina no presenta anormalidades; cuando los eritrocitos se 
destruyen, las mucosas se tornan ictéricas, el animal se debilita y pierde masa 
muscular, la frecuencia cardiaca y respiratoria aumentan bastante y la orina es 
de color rojo vino o café (hemoglobinuria); puede manifestarse un síndrome de 
insuficiencia respiratoria con disnea, postración en tres o cuatro días, tremor 
muscular, lagrimeo y salivación en animales afectados gravemente (Quiroz, 
2008; Rovid et al., 2010). 
La fiebre puede producir abortos en vacas preñadas y los toros a veces 
presentan una disminución temporal de la fertilidad; parte del ganado bovino 
puede aparecer postrado con movimientos involuntarios en las piernas y la 
mayoría de los animales con signos nerviosos muere (Rovid et al., 2010). 
Los animales que sobreviven a la fase aguda desarrollan un síndrome crónico 
que puede durar varias semanas y sigue un curso irregular, con elevaciones 
intermitentes de la temperatura que a veces alcanzan de 40 a 40.6 °C; hay 
adelgazamiento y emaciación, aunque en esta fase la hemoglobinuria no es 
marcada y finalmente los animales se recuperan. En animales jóvenes la 
infección suele ser asintomática, y generalmente va asociada a una carga 
parasitaria baja (Soulsby, 1987). 
La infección en los becerros está caracterizada por fiebre moderada, 
inapetencia y depresión de pocos días de duración, con ligera destrucción de 
eritrocitos y no hay hemoglobinuria; la recuperación es rápida después de que 
la fiebre declina y los becerros recuperados permanecen como portadores de 





2.9        Inmunología 
La inmunidad innata y adaptativa están involucradas en el mecanismo de 
defensa en los bovinos ante infecciones por babesiosis. Sin embargo, es 
importante recalcar que la inmunidad innata es mucho mayor en terneros de 6 
a 9 meses que en animales adultos, debido a los anticuerpos provenientes del 
calostro materno. Además, la respuesta inmunológica en terneros involucra la 
producción temprana de IL-12 e INF-γ y la inducción de la enzima óxido nítrico 
sintasa (iNOS) y en animales adultos, la producción de IL-12 e INF-γ aparece 
más tarde en la infección y la iNOS no es inducida (Goff et al., 2002). 
En una primera exposición a Babesia spp. (primoinfección), los esporozoítos se 
liberan en el plasma sanguíneo por un periodo de tiempo muy corto, aparecen 
inmunoglobulinas de tipo M, por ser el inicio de la infección, pero estas IgM no 
son específicas para la babesiosis; después se elevan los niveles de otro tipo 
de inmunoglobulinas, las de tipo G (IgG), que son las específicas para este 
parásito. En ese momento, las IgG intervienen en la etapa temprana de la 
infección y actúan como opsonizantes marcadores para la fagocitosis, 
neutralizando a los esporozoítos antes de que éstos penetren a los eritrocitos 
(Homer et al., 2000; Quiroz, 2008). Después, cuando el parásito establece la 
infección intraeritrocítica, el merozoíto tiene como función localizar, adherirse e 
invadir los glóbulos rojos del hospedero, ya que Babesia invade únicamente 
eritrocitos; esta especificidad implica la presencia de un receptor en el eritrocito, 
que es reconocido por un ligando complementario en el parásito. Se ha 
demostrado que varias moléculas de Babesia tienen la capacidad de unirse a 
los hematíes in vitro por lo que desempeña un papel importante en la invasión 
(Cheryl, 2005). Durante esta etapa, la parasitemia se puede agudizar y las 
células de la respuesta inmunitaria innata son responsables de controlar los 
niveles de parasitemia del parásito. Si el sistema inmune del bovino se 
encuentra inmunocomprometido y no hay suficiente existencia de la primera 
línea de defensa  (macrófagos, monocitos activados y células asesinas “Natural 
Killer” (NK) para atacar los mecanismos invasivos desarrollados por Babesia, 
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se desarrolla una parasitemia alta en un periodo corto; la inhibición es llevada 
a cabo por la producción de factores solubles como el interferón gamma (IFN-
γ), por células NK y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), óxido nítrico (NO) 
y especies reactivas del oxígeno (ROS) producidos por los macrófagos (Homer 
et al., 2000). Se sabe que el óxido nítrico, puede penetrar al eritrocito para 
atacar a los merozoitos y destruirlos dando como resultado formas de crisis 
(Bautista-Garfias, 2016). 
Posterior a esto, los niveles de parasitemia en la babesiosis generalmente 
alcanzan un máximo y luego disminuyen. La disminución en el número de 
parásitos parece deberse en parte, a la degeneración intracelular dentro del 
eritrocito. Por otro lado, los linfocitos T son células responsables del 
aclaramiento del parásito, específicamente los linfocitos T CD4+, que producen 
INF-γ e Interleucina-4 (IL-4), donde activarán la producción de IGg2 y la IL-4 
que desencadena activación de IGg1, estas inmunoglobulinas serán las 
encargadas de dar protección inmunológica larga al bovino contra la siguiente 
exposición de cepas homólogas y heterólogas (Homer et al., 2000; Ortega et 
al., 2009). Aunque existe la contraparte, que el INF-γ provoque sobreproducción 
del Factor de Necrosis Tumoral (TNF-α), oxígeno (O2) y óxido nítrico (NO) que, 
aunque anteriormente se mencionó que favorece a la destrucción del parásito 
dentro del eritrocito, si hay producción masiva provoca intoxicación al bovino y 
por consiguiente la muerte del individuo (figura 7). Esto depende mucho del 
sistema inmunológico de cada animal. (Brown y Palmer, 1999; Bautista-Garfias, 
2016). 
Es importante destacar que, después de la primera infección, el hemoparásito 
permanecerá dentro del hospedador durante prácticamente toda su vida, pero 
el animal ya no sufrirá de nuevo la enfermedad (estado de premunidad), 
además este hecho será detectable porque el animal siempre tendrá niveles de 





Figura 7. Mecanismos de respuesta inmune innata y adaptativa propuestos 
contra B. bovis. 
Fuente: Adaptado de (Brown y Palmer 1999). 
 
Durante la infección aguda de un bovino inmunológicamente vulnerable, los 
macrófagos activados producen citoquinas proinflamatorias e intermediarios 
reactivos del oxígeno y el nitrógeno. Sin embargo, la sobreproducción de TNF 
puede ocasionar una patología caracterizada por babesiosis cerebral y 
síndrome de distrés respiratorio agudo en bovinos adultos (ARDS) y muerte. En 
el ganado inmuno-preparado, los macrófagos activados producen citocinas 
como IFN-a, IL-12 e IL-18 que promueven producción de INF-γ por células T 
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CD4+. Se requiere INF-γ para activar los macrófagos para producir moléculas 
babesicidas y para mejorar una respuesta opsonizante de anticuerpos tipo 
IgG2. Las células T CD4+ también producen IL-4, lo que mejora la producción 
de IgG1. Tanto el anticuerpo como las células T CD4+ activadas son 
importantes para mantener la inmunidad protectora (Brown y Palmer, 1999). 
 
2.10 Lesiones postmortem 
En el ganado que muere en la fase inicial de la infección, los pulmones pueden 
estar edematosos y congestionados, el saco pericárdico puede contener líquido 
serosanguíneo y hemorragias subepicárdicas y subendocárdicas de tipo 
petequial; el hígado se encuentra aumentado de tamaño e ictérico, y la vesícula 
biliar puede mostrar hemorragias en la superficie mucosa y estar distendida con 
bilis gruesa y de color verde oscuro, el bazo está marcadamente aumentado 
con consistencia pulposa y obscura. El abomaso y la mucosa intestinal se 
pueden observar ictéricos y, en algunas partes, con hemorragias subserosas. 
La sangre está delgada y acuosa; la vejiga urinaria frecuentemente está 
distendida, la orina oscura de color rojo café; la ictericia comúnmente está 
distribuida en el tejido conectivo; los ganglios linfáticos están edematosos y 
pueden presentar petequias (Bravo, 2012).  
En el ganado que ha sufrido un proceso más prolongado, las lesiones agudas 
son menos evidentes, se pueden encontrar hemorragias petequiales 
subepicárdicas; el cadáver generalmente está emaciado e ictérico y la sangre 
es delgada y acuosa, las fascias intermusculares están edematosas, el hígado 
de color café, y la bilis puede contener escamas de material semisólido. Los 
riñones se ven pálidos, con frecuencia edematosos y la vejiga puede contener 
orina normal, dependiendo de cuánto ha pasado desde la crisis hemolítica hasta 
la realización de la necropsia; aun cuando el bazo se ve aumentado, la pulpa 
es más firme que en la babesiosis aguda (Gasque, 2008). 
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Los capilares de la materia gris del cerebro y del cerebelo están distendidos con 
eritrocitos infectados, generalmente no hay evidencia de una degeneración 
neuronal o de hemorragia.  En casos de B. bovis se aprecia dilatación de los 
espacios perivasculares y edema intersticial (Gasque, 2008). 
 
2.11 Diagnóstico de campo 
Se realiza por la observación de signología clínica: fiebre, anemia, ictericia y 
hemoglobinuria, ya que estos son signos clínicos sugestivos de babesiosis en 
el bovino localizado en zonas con poblaciones de garrapatas Rhiphicephalus. 
Si estos signos están también ligados a esplenomegalia y a lesiones post 
mortem asociadas con destrucción eritrocítica, el diagnóstico de babesiosis se 
refuerza. El diagnóstico positivo requiere la identificación de la Babesia en los 
frotis sanguíneos o pruebas serológicas positivas (Núñez y Bouda, 2007). 
 
2.12 Diagnóstico de laboratorio 
Para realizar un diagnóstico preciso, es muy importante que se correlacionen 
los datos anamnésicos, diagnóstico clínico y los resultados de los análisis de 
laboratorio; existen 2 tipos de métodos de diagnóstico, las técnicas directas e 
indirectas (Camacho, 2002). 
2.12.1 Técnicas directas 
2.12.1.1 Frotis sanguíneo 
Le llaman la “prueba de oro”, por su rapidez y economía para el diagnóstico de 
la babesiosis aguda (Lew y Jorgensen, 2005, Costa-Júnior et al., 2006;); esta 
técnica es de observación microscópica de parásitos de un extendido/barrido 
sanguíneo teñido. Aunque existen dos tipos de extendidos sanguíneos: los 
gruesos y los delgados, para babesisois sólo se utiliza el de tipo delgado, se fija 
con metanol y se tiñe generalmente con Giemsa, aunque también se utilizan las 
tinciones de tipo Romanowsky y las modificadas de esta (Gasque, 2008). 
23 
 
2.12.1.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
La técnica de PCR es un método enzimático “in vitro”, que amplifica millones de 
veces secuencias de ADN específicas, esta técnica involucra la combinación 
de una muestra de ADN con oligonucleótidos iniciadores, trifosfatos de 
desoxinucleótidos y una enzima termoestable (Solorio y Rodríguez, 1997b). 
Esta técnica ha facilitado el desarrollo de numerosos métodos para identificar y 
caracterizar bacterias, parásitos y virus de importancia en medicina humana y 
veterinaria (Pfeffer et al., 1995). Debido a su alta sensibilidad, especificidad y 
velocidad, la PCR ofrece ventajas sobre los métodos de diagnóstico 
convencionales (Pfeffer et al., 1995; Solorio y Rodríguez, 1997b; Sharma et al., 
2016). 
 
2.12.1.3 Improntas de órganos afectados 
Las improntas se realizan postmortem de los animales afectados, con un 
portaobjetos fijadas con metanol y se tiñen de igual forma que un frotis 
sanguíneo para confirmar al agente patógeno causante (SENASA 2006). Por 
ejemplo, si el animal muere con signología nerviosa, las improntas cerebrales 
son de gran ayuda para detección de B. bovis, ya que este parásito se aloja 
principalmente en los capilares cerebrales causando el secuestro de eritrocitos 
infectados (Solorio y Rodríguez, 1997b; OIE, 2014). Para detección de 
babesiosis también son útiles otros órganos irrigados, como el corazón, bazo o 
riñón (Lew y Jorgensen, 2005). 
 
2.12.1.3 Pruebas de hemolinfa 
Para esta técnica, lo que se hace es cortar una pata de la garrapata con unas 
tijeras pequeñas para obtener una gota de hemolinfa sobre un portaobjetos. Por 
lo general, la gota es demasiado pequeña para hacer un barrido, por lo que se 
deja secar, fijar y teñir como una muestra de sangre regular. Esta prueba 
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requiere un microscopista con experiencia ya que las garrapatas hembra 
recolectadas de ganado en áreas endémicas tienen una cantidad muy baja de 
kinetos (Mosqueda, et al., 2012). 
 
2.12.2 Técnicas indirectas 
2.12.2.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
Con la inmunofluorescencia indirecta (IFI) se logra poner en función un único 
antisuero marcado, común para cualquier antígeno que se logra mediante la 
inmunización de una cabra u oveja, con la inmunoglobulina de un bovino sano, 
de donde se obtiene un complejo inmunológico de anticuerpo (anti-
inmunoglobulina) de bovino. Este complejo se marca con un fluorocromo y 
puede reaccionar por tanto con cualquier anticuerpo de bovino como si se 
tratase de un antígeno (Franco, 2005). 
Esta técnica se basa en el reconocimiento de antígenos del parásito por 
anticuerpos séricos en la sangre del animal a examinar. Los anticuerpos unidos 
se detectan por un anticuerpo marcado con fluorocromo (anticuerpo 
secundario) anti-Inmunoglobulina (Mosqueda, et al., 2012). La reacción se 
visualiza al ser iluminada con luz ultravioleta de alta intensidad, la observación 
de fluorescencia verde sobre el parásito y eritrocitos indica la presencia de 
anticuerpos específicos en el suero problema (Echaide et al., 1995). 
El isotiocianato de fluoresceína (FITC) se ha utilizado como el fluorocromo 
estándar para esta técnica serológica, sin embargo, tintes fluorescentes más 
nuevos como Alexa-488 (Invitrogen, EE. UU.), o Dylight-488 (Jackson Immuno 
Research, EE. UU.), ofrecen mejores opciones debido a su mejor 
fotoestabilidad y brillo y un rango de pH más amplio (Mosqueda et al., 2012). 
La técnica de IFI tiene limitaciones prácticas, pues la técnica es subjetiva y 
necesita personal bastante capacitado y con experiencia, además de que el 
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número de muestras que se pueden procesar son escasas (Echaide et al., 
1995; Mosqueda et al., 2012). 
 
2.12.2.2 Prueba de ELISA 
El procedimiento del Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas (ELISA, 
por sus siglas en inglés), fue publicado por primera vez por Envgall y Perlmann 
en 1971.A diferencia de la técnica por IFI no es subjetiva, más bien objetiva, 
además de que se pueden leer una mayor cantidad de muestras de manera 
más fácil y rápida (Mosqueda et al., 2012). La reacción de la técnica es la unión 
covalente de enzimas a las moléculas de las inmunoglobulinas produciendo un 
instrumento inmunológico que posee alta especificidad y alta sensibilidad. Las 
enzimas enlazadas, incluyen peroxidasa, fosfatasa alcalina y galactosidasa ya 
que son catalizadores y producen color al reaccionar (Ramírez y Ayala, 2014). 
Los métodos del ELISA recientes incluyen el uso de antígenos recombinantes 
y anticuerpos monoclonales, aumentando así la especificidad y disminuyendo 
la unión y señal inespecíficas (Mosqueda et al., 2012); entre los antígenos 
recombinantes se destacan las proteínas superficiales RAP-1 de 58 kDa 
(Molloy et al., 1998) y la p200 (Tebele et al., 2000). 
 
2.13 Diagnóstico diferencial 
La babesiosis se asemeja a otras enfermedades que producen fiebre y anemia 
hemolítica, el diagnóstico diferencial incluye en primer lugar a la anaplasmosis, 
ya que esta enfermedad provoca signos clínicos muy similares a la babesiosis, 
además de que también es transmitida por la garrapata R. microplus, (Rovid et 
al., 2010; OIE, 2015); tripanosomiasis que produce fiebre, anemia, pérdida de 
peso y también es transmitida por vectores, entre ellos la garrapata R. microplus 
(Rovid et al., 2010; Rodríguez et al., 2003); intoxicación crónica por cobre, que 
provoca el rompimiento de los eritrocitos provocando así hemoglobinuria 
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(Tarazona et al., 1986), leptospirosis ya que también provoca hemoglobinuria 
(Vanzini y Ramírez, 1994), hemoglobinuria bacilar que como su nombre lo dice, 
ocasiona hemoglobinuria (Morales, 2010), entre otras como la eperitrozoonosis 
y teileriosis, pero estas dos últimas no están presentes en México (Ríos y 
Osorno, 1971). La rabia y encefalitis también pueden ser consideraciones de 
diagnóstico diferencial para babesiosis por B. bovis en el ganado bovino por la 
signología nerviosa presentada. Aunque cabe mencionar que México no 




El control de la babesiosis bovina se puede realizar mediante la inmunización, 
con fármacos anti-babesiales o por la combinación de estas (Suárez y Noh, 
2011). El Tripan azul, es la sal sódica del ditolil-diazo-bis-8 amino-1-naftol-3, 6 
del ácido bisulfúrico; fue de los primeros que se utilizaron; es efectivo contra 
Babesia bigemina, pero no contra Babesia bovis. Tiene el inconveniente de teñir 
los tejidos de color azul verde, es cáustico, por lo que debe aplicarse por vía 
endovenosa, en solución al 1% en dosis de 50 a 100ml (Navarrete et al., 1999). 
Asimismo, el aceturato de diminazeno, se emplea para el tratamiento de 
babesiosis, en dosis única de 3 a 8 mg/kg peso vivo, por vía intramuscular. El 
dipropionato de imidocarb, actúa directamente sobre la glucólisis del parásito 
bloqueando la replicación del ADN, además de tener actividad terapéutica, tiene 
una acción protectora frente a la Babesia que dura entre 4 a 6 semanas; se 
aplica dosis única de 1.2 mg/kg peso vivo, subcutáneo. Para esterilización de 





2.15 Prevención y control 
Para el establecimiento de programas adecuados de prevención y control de la 
enfermedad, no solo se necesita saber la prevalencia de la enfermedad en los 
animales hospederos, sino que es primordial conocer el grado de infestación 
por garrapatas en los bovinos, así como también la prevalencia e intensidad de 
infección de las garrapatas por Babesia (Figueroa et al., 2015).  
Existe una serie de métodos y estrategias identificadas, las cuales son 
aplicables al control de la babesiosis (Ramírez et al., 1997), éstas incluyen: 
• Control del vector 
• Control de la movilización del ganado 
• Uso de ganado resiste 
• Inmunización 
 
2.15.1 Control del vector 
El control es químico y rompe con el ciclo de vida del ácaro, aunque se sabe 
que ya no funcionan del mismo modo estas sustancias químicas debido al uso 
inadecuado y ha provocado resistencia de las garrapatas a ciertos químicos 
(Cantú y García, 2013; Rodríguez et al., 2014). También se utilizan con baños 
de inmersión, fumigación por aspersión y con mochilas o espray de mano, este 
último requiere mayor mano de obra, además de que no siempre se llega a 
cubrir todo el cuerpo (Bravo, 2012). 
Existe una vacuna contra garrapatas, y su efecto es sobre las células del epitelio 
intestinal, donde se localiza el antígeno Bm86 provocando la muerte; y 
disminuyendo paulatinamente la carga parasitaria a las siguientes 
generaciones. Esta vacuna no elimina por completo el uso de químicos, pero si 
es de gran apoyo para intercalar vacuna e inmersión y así reducir la resistencia 
(Rosario et al., 2010). 
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Otros métodos de control serían el descanso de praderas, de esta manera se 
evita que las larvas o ninfas tengan huéspedes para alimentarse en su estado 
de vida libre, provocando así su muerte; la quema de praderas también afecta 
directamente a las garrapatas y su protección vegetativa; la introducción de 
depredadores naturales como garzas y pájaros es de gran apoyo para su 
control (Rodríguez et al., 2014). 
 
2.15.2 Control de la movilización del ganado 
Dentro del manejo integral de la enfermedad se ha considerado que el ganado 
que se va a movilizar esté libre de garrapatas para evitar la introducción de 
vectores infectados a regiones libres de vectores y enfermedades que 
transmiten. Sin embargo, lo más importante es vacunar o premunizar al ganado 
que será introducido a zonas endémicas de la enfermedad, sobre todo aquel 
que proviene de zonas libres de garrapatas (Hernández et al., 2010). 
 
2.15.3 Uso de ganado resistente 
Por lo general, los becerros nacidos de madres resistentes a garrapatas están 
protegidos hasta el destete. Se ha demostrado que la resistencia es hereditaria 
y aumenta mediante la selección de animales. Las razas europeas Bos taurus 
son más susceptibles en comparación con razas Bos indicus que llegan 
alcanzar hasta un 99% de resistencia. Los bovinos del genotipo B. indicus, 
presentan de 10 a 20% menos garrapatas que las B. taurus (Rodríguez et al., 
2011). Por su parte, Rodríguez et al., (2006), afirman que “la resistencia a las 
garrapatas por parte del bovino se manifiesta con una reducida repleción de la 
hembra, prolongados períodos de alimentación, disminución en la oviposición, 






Ramírez et al., (1997), mencionan que la inmunización es de las mejores 
alternativas para resolver la enfermedad y que, sin importar la fuente o tipo de 
antígeno, la vacuna ideal contra la babesiosis debe reunir las siguientes 
cualidades: 
• Prevenir clínicamente la enfermedad en condiciones de campo. 
• Proteger contra todas las cepas de los parásitos. 
• Inducir una protección prolongada con solo una o dos inoculaciones. 
• No contener antígenos o infecciones contaminantes. 
• Disponibilidad en grandes cantidades.  
• Costo razonable. 
• Segura y fácil de administrar. 
Actualmente no existe ninguna vacuna comercial en México que proteja al 
ganado bovino contra la babesiosis. Sin embargo, en el Centro Nacional de 
Investigación disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (CENID-SAI, INIFAP) se 
desarrolló una vacuna viva atenuada contra Babesia bovis y B. bigemina (Cantó 
et al., 2003). La cual puede ser obtenida mediante convenios para experimentos 
en el CENID-SAI, INIFAP. 
En la mayoría de los casos se presentan brotes severos especialmente en 
bovinos adultos, con tasas de mortalidad que varían entre 25-40%. Esto implica 
altos costos por tratamientos y atención de los animales afectados. Además, la 
babesiosis dificulta el ingreso de animales de alto valor genético o susceptibles 
a regiones endémicas. La vacuna debe conservarse y manipularse 
estrictamente en nitrógeno líquido hasta el momento de su uso. A partir de la 
vacunación, los animales deben mantenerse libres de garrapatas 






Los parásitos Apicomplexa contienen varios organelos secretores, que incluyen 
roptrias y micronemas que son necesarios para importantes funciones del 
parásito, incluida la invasión de la célula huésped (Suraez et al., 1991a). 
Los genes más estudiados de Babesia bigemina son: rap-1, msa-1, msa-2c, 
sbp-1; de la proteína asociada a roptrias (RAP-1) se han identificado variantes 
con polimorfismo de secuencia en las regiones amino-terminal y carboxi-
terminal, lo que propone que la variación en las regiones con dimorfismo en 
secuencia de RAP-1 son inmunológicamente significativas. RAP-1 es una 
proteína muy conservada tanto en la especie como en el género por ello se 
utiliza en técnica de diagnóstico por PCR con elevada sensibilidad (Pérez et al., 
2012). Por otro lado, Suraez et al. (1991b), identificaron el gen de la proteína 1 
asociada a roptrias de B. bovis (rap-1) que codifica un polipéptido de membrana 
apical de merozoíto de 60 kDa. 
La actividad de RAP-1 tiene un papel importante en los mecanismos de invasión 
de células hospedadoras (Perkin, 1992; Suraez et al., 1991a). Primero, el 
parásito involucra a los antígenos de la cubierta superficial para adherirse a 
receptores en la membrana de los eritrocitos y se liberan antígenos de 
organelos de Babesia, como los micronemas que ayudan a la orientación del 
parásito, de manera tal que su porción apical quede en contacto con la 
membrana del eritrocito y logre la penetración, facilitando la invaginación 
mediante la liberación de proteínas asociadas a roptrias y de los cuerpos 
esféricos (Jack y Ward, 1981; Mosqueda et al 2012a). RAP-1 es fuertemente 
inmunogénico para células T cooperadoras (Th) de ganado inmune de B. bovis 
y que, al igual que los epítopos de células B, los epítopos de células T se 
conservan en diferentes cepas de B. bovis, pero no en RAP-1 de B. bigemina 
(Brown et al., 1996). 
El uso de RAP-1 en pruebas de ELISA se ha reportado por varios grupos 
investigadores con diversos resultados (Boonchit et al., 2002).  
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
La babesiosis bovina es una de las principales enfermedades que afecta al 
ganado bovino de clima tropical en México, ocasionando grandes pérdidas 
económicas a los productores. Por otro lado, el cambio climático ha 
desencadenado consecuencias de diferente índole en la tierra; influyendo de 
forma directa en la epidemiología de las enfermedades transmitidas por 
vectores; ya que el aumento de temperatura ha favorecido la probabilidad de 
muchas de estas enfermedades en nuevas áreas, como es el caso de la 
babesiosis bovina. 
Se ha observado que el problema climático es un factor que favorece la 
presentación de babesiosis a nivel mundial, ya que produce condiciones 
ambientales óptimas para la garrapata y por consiguiente para el agente 
patógeno (Babesia spp.) y su desarrollo dentro del hospedero vertebrado. 
Además de que contribuye a que haya focos de infección en épocas donde era 
escaso o nulo y la presentación de la enfermedad en zonas donde se supone 
no son endémicos (no tropicales). 
Por esas causas es que se han hecho estudios sobre la babesiosis, y aunque 
se ha recorrido un largo camino en la investigación de la enfermedad, aún no 
se sabe a profundidad el tema del control del vector, ya que no es recomendable 
tener sobrepoblaciones de garrapatas, debido a las reacciones que provoca en 
los animales y las consecuencias como la baja de producción lechera o cárnica 
por estrés. Algunos autores explican lo importante que es llevar a cabo un 
control integrado de garrapatas, sin afectar a la estabilidad enzoótica. 
Otro tema importante de investigación es para encontrar un diagnóstico rápido 
de la enfermedad, del cual aún hay información que se desconoce, pues no 
existe un diagnóstico rápido y preciso de la enfermedad, debido a que 
generalmente es mediante la observación de la signología, presencia del vector 
y comprobación por medio de pruebas complementarias de laboratorio; es por 
esto por lo que hay alta morbilidad y mortalidad con efectos económicos altos; 
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si bien es muy importante diagnosticar la enfermedad de manera oportuna para 
disminuir las pérdidas económicas y la baja producción de leche o carne. 
Hoy en día se cuentan con pruebas para el diagnóstico directo o indirecto de la 
enfermedad; no obstante, se debe realizar investigación pertinente que permita 
mantener o incluso aumentar la especificidad y sensibilidad diagnóstica de las 
pruebas, así como reducir los tiempos de ejecución, los costos de realización y 
que permitan incrementar el diagnóstico en un número de muestras mayor. 
Por lo antes descrito, es de suma importancia evaluar la capacidad de 
anticuerpos (policlonales), con técnicas serológicas como Inmunofluorescencia 
indirecta o ELISA, esto para determinar su reactividad con el antígeno nativo y 






Se ha mencionado que la babesiosis bovina es una de las enfermedades que 
mayor impacto económico tiene en la ganadería mexicana por las pérdidas 
económicas que produce en ganado productor de leche y carne; es una 
enfermedad de distribución mundial en climas tropicales y afecta gravemente a 
la producción bovina provocando un incremento en los costos de producción 
cada vez que hay un brote. 
Los parásitos del género Babesia son transmitidos por garrapatas y las 
especies que afectan a los bovinos en México son Babesia bovis y B. bigemina, 
transmitidos principalmente por Rhiphicephalus microplus y en menor cantidad 
por Rhiphicephalus annulatus, se ha estudiado que si no existe una estabilidad 
enzoótica se desarrolla la enfermedad, principalmente en ganado adulto. 
Debido a las grandes pérdidas que provoca esta enfermedad es que se hacen 
investigaciones encaminadas a determinar la forma más adecuada de realizar 
el control sin afectar la estabilidad enzoótica; pero sobre todo un diagnóstico de 
mayor rapidez y eficacia.  
En el laboratorio de babesiosis del CENID-SAI, del INIFAP, se está trabajando 
con algunas investigaciones sobre el diagnóstico de la babesiosis; sin embargo, 
hasta el momento se tienen pruebas que apoyan en el diagnóstico de la 
enfermedad, ya que solo confirman el diagnóstico presuntivo del Médico 
Veterinario; mediante observación por microscopía óptica con frotis sanguíneos 
teñidos y detectar la especie de Babesia que está ocasionando patologías. 
Mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), que también apoya 
en el reconocimiento de la especie de Babesia involucrada; sin embargo, esta 
técnica se utiliza con fines de investigación, ya que el precio de elaboración no 
es rentable para los productores. 
Por último, se tienen las pruebas serológicas; Inmunofluorescencia indirecta 
(IFI) y Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas (ELISA), ambas tienen 
como fundamento el reconocimiento antígeno-anticuerpo. La IFI es considerada 
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“estándar de oro” para la babesiosis bovina, ya que permite detectar por medio 
de microscopía de epifluorescencia la presencia de anticuerpos contra Babesia 
spp. no obstante, es una técnica con limitantes tales como la subjetividad, el 
tiempo de elaboración es prolongado, así como el tiempo de lectura y el número 
de muestras a desafiar no es amplio. En el ELISA no se detectan visualmente 
los anticuerpos, pero es objetiva y se pueden procesar mayor número de 
muestras, con menos tiempos de elaboración y lectura. 
Por último, es importante destacar que estas técnicas serológicas no son útiles 
para diagnóstico de la enfermedad, pero si son muy utilizadas para estudios de 
epidemiología e investigaciones experimentales sobre babesiosis bovina. Por 
otro lado, es conveniente mencionar que, aún no existe en México un 
diagnóstico que detecte de manera oportuna y definitiva la presencia de la 
enfermedad en bovinos y es imprescindible la investigación profunda sobre 
diagnóstico, para que con los resultados que se obtengan más adelante se 
contribuya a la disminución de pérdidas económicas en la ganadería mexicana 






5.1        General 
✓ Poner a punto la prueba serológica iELISA para estudios de 
seroprevalencia de babesiosis bovina con el uso de la proteína 
recombinante RAP-1 de Babesia bigemina como antígeno. 
 
5.2        Específicos 
✓ Identificar el reconocimiento de inmunocomplejos (anticuerpo-anti-RAP-
1 de B. bigemina) con los anticuerpos policlonales en sueros de ovinos 
inoculados con la proteína recombinante RAP-1 de B. bigemina ante el 
antígeno nativo y el antígeno recombinante. 
✓ Determinar la seroprevalencia de babesiosis bovina (B. bigemina) en 
bovinos del Sitio Experimental del INIFAP, Pichucalco, Chiapas, 
empleando las técnicas iELISA e IFI y el antígeno recombinante RAP-1 
de B. bigemina 





Los anticuerpos policlonales producidos en ovinos inoculados 
experimentalmente con proteína recombinante RAP-1 forman 
inmunocomplejos frente a la presencia del antígeno nativo y el antígeno 




VII. MATERIALES Y MÉTODOS 
7.1        Localización 
El presente trabajo de investigación se realizó en el Laboratorio de la Unidad 
de Babesiosis en el Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Salud 
Animal e Inocuidad del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 
Agrícolas y Pecuarias (CENID-SAI, INIFAP). Ubicado en el Km. 11.5 de la 
carretera federal Cuernavaca-Cuautla, Col. Progreso, Jiutepec, Morelos, C.P. 
62550. 
Los ovinos inoculados se mantuvieron en el CENID-SAI, por otra parte, las 
muestras recolectadas para el estudio de seroprevalencia de babesiosis bovina 
fueron provenientes de un hato ubicado en el Centro de Investigación Regional 
(CIR) INIFAP Pichucalco, al Norte del Estado de Chiapas, en las coordenadas 
17,31° latitud Norte y a los 93,05° latitud Oeste del meridiano de Greenwich, a 
una altitud promedio de 50msnm, donde se mantienen precipitaciones todo el 
año, en promedio 3747mm y clima tropical con una temperatura promedio de 
26.2°C; una vez recolectadas, fueron procesadas en el laboratorio de 
Babesiosis del CENID-SAI, INIFAP.  
 
7.2        Desarrollo del trabajo 
La metodología de investigación del presente trabajo es de tipo cuantitativo, ya 
que permite examinar los resultados de manera contable, es un estudio 
prospectivo con diseño transversal del análisis de seroprevalencia de 
babesiosis bovina y el reconocimiento inmunológico ante el antígeno nativo y el 
antígeno recombinante de ovinos inoculados experimentalmente con la 
proteína recombinante RAP-1.  
Para llevar a cabo el siguiente estudio, fue necesario realizar un esquema de 
inmunización para dos ovinos macho de raza Black Belly con I.D 197 y 198. Se 
les administraron siete dosis al ovino 197 y seis dosis al ovino 198 de la proteína 
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recombinante RAP-1 de Babesia bigemina a una concentración total 1900μl/ml 
junto con adyuvante de Freund vía subcutánea, con un intervalo de 14 días 
entre inoculaciones. Para cada día de aplicación se colectaron muestras 
sanguíneas, y fueron centrifugadas y almacenadas en el laboratorio para el uso 
de los sueros resultantes en las pruebas serológicas de Inmunofluorescencia 
indirecta (IFI) y Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas indirecto 
(iELISA) con el fin de identificar formación de inmunocomplejos en los sueros 
de ovinos inoculados ante el antígeno nativo y el antígeno recombinante. 
Posteriormente se obtuvieron muestras sanguíneas de 99 bovinos provenientes 
una la zona endémica de babesiosis (Pichucalco, Chiapas) y se procesaron en 
el laboratorio (CENID-SAI, INIFAP), para la obtención de suero sanguíneo y el 
posterior proceso de las pruebas serológicas con el fin de estudiar la 
seroprevalencia de ese hato, utilizando como antígenos: al antígeno nativo en 
la técnica IFI y antígeno recombinante en iELISA. Para la obtención de 
resultados no se realizaron repeticiones ya que el estándar o prueba 
confirmatoria es la Inmunofluorescencia indirecta, debido a que en ella se puede 
observar de manera visual el reconocimiento antígeno-anticuerpo mediante 
microscopía de epifluorescencia. 
 
7.3        Técnica de IFI 
7.3.1 Materiales para la técnica de IFI 
✓ Acetona 
✓ Agitador 
✓ Agua destilada 
✓ Alexa flúor 488 (Conjugado IgG anti-bovino) 
✓ Isotiocionato de fluoresceína (FITC) (Conjugado IgG anti-ovino) 
✓ Antígeno nativo de Babesia bigemina derivado de cultivo “in vitro” 
✓ Caja de Coplin 




✓ Lápiz graso 
✓ Micropipetas y puntas estériles y desechables 
✓ Microscopio de epifluorescencia 
✓ Perlas de sílice 
✓ Solución amortiguadora de fosfatos 1X (PBS) con pH:7.2 
✓ Sueros controles (positivo y negativo) 
✓ Sueros de ovinos inmunizados con proteína RAP-1 
✓ Sueros de un hato proveniente de una zona endémica 
Para la realización de la inmunofluorescencia indirecta se utilizaron laminillas 
con antígeno adherido de B. bigemina derivado de cultivo in vitro, mantenidas 
en congelación a una temperatura de -20°C, las cuales se disecaron en piedras 
de sílice, se fijaron con acetona y posteriormente se realizaron delimitaciones 
circulares con un lápiz graso donde se llevó a cabo todo el procedimiento; en 
una primera etapa, se añadieron los sueros de los ovinos (anticuerpos 
primarios), se incubaron durante 30 minutos a 37° y se realizaron 3 lavados con 
PBS y agua destilada; se continuó con la segunda etapa, que consistió en 
agregar el segundo anticuerpo unido a un fluorocromo (IgG anti-ovino) seguido 
de una incubación a 37° durante 30 minutos, para finalizar se realizaron 3 
lavados con PBS y agua destilada. Se leyeron en microscopio de 
epifluorescencia, ya que este emite una luz ultravioleta que excita al 
fluorocromo proyectado con fluorescencia al ser visualizado. De esta manera 
se encontró al antígeno de importancia (Anexo 2). 
El procedimiento antes descrito para la elaboración de la técnica de 
Inmunofluorescencia indirecta fue la misma para determinar la seroprevalencia 
de los 99 bovinos de Pichucalco, Chiapas; modificando en la primera etapa al 
anticuerpo primario, utilizando sueros de los 99 bovinos y en la segunda etapa 




7.4        Técnica de iELISA 
7.4.1 Materiales para la técnica de iELISA 
✓ Agitador 
✓ Alfombrilla de goma selladora de placa de 96 pozos 
✓ Antígeno recombinante: RAP-1 
✓ Conjugados: IgG anti-ovino e IgG anti-bovino 
✓ Espectrofotómetro 
✓ Pipeta multicanal y puntas estériles desechables 
✓ Placa de poliestireno de 96 pozos 
✓ Reservorio de pipeta multicanal 
✓ Solución amortiguadora de fosfatos 1X (PBS) con pH:7.2 
✓ Solución de bloqueo (leche descremada al 3%) 
✓ Solución de lavado (PBS-Tween 20) 
✓ Sueros de ovinos de los diferentes muestreos 
✓ Sueros controles (positivo y negativo) 
✓ Sueros de un hato proveniente de una zona endémica 
✓ Sustrato de membrana cromogénico (TMB) 
En el Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas (ELISA) se utilizó una 
placa de poliestireno de 96 pozos, donde se colocaron las muestras y 
soluciones. Se utilizó la misma placa para ambos ovinos, la primera mitad (del 
1 al 6) para el ovino con I.D 197 y la otra mitad para el ovino con I.D 198 (figura 
7). Esta placa se sensibilizó con la proteína recombinante RAP-1 y se incubó 
durante 20hrs a una temperatura de 4°C, lo que permitió la adsorción de la 
proteína a los pozos de la placa, posteriormente se realizaron 3 lavados con 
PBS y PBS-Tween  y se hizo un bloqueo con leche descremada al 3% para 
cubrir espacios vacíos y evitar inespecificidad, se incubó durante 30 minutos a 
37°C y se realizaron 3 lavados con PBS y PBS-Tween, después de añadieron 
los sueros de los diferentes muestreos de los ovinos inoculados con la proteína 
recombinante RAP-1 (anticuerpos primarios), se incubó la placa a 37° durante 
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1 hora y se realizan 3 lavados iguales a los antes descritos, posterior a eso se 
agregó el segundo anticuerpo, conjugado IgG anti-ovino, marcado con la 
enzima peroxidasa y se incubó durante 30 minutos a 37°, se realizaron 3 
lavados y se agregó sustrato TMB, se incubó durante 30 minutos a 37° (Anexo 
2). 
En cuanto a la distribución de muestras, para el ovino 197 se utilizaron las filas 
1-3 para agregar las diluciones de la A-F donde se colocaron 3 repeticiones de 
los 6 muestreos a la misma dilución (1:200). Del mismo modo se hizo con el 
ovino198, 3 repeticiones de los 7 muestreos a una dilución 1:200. En la fila 
consecutiva se adicionó PBS y en las 2 últimas fueron de conjugado (figura 7). 
 
 
Figura 8.  Organización de muestras en placa para iELISA. 
Para la interpretación, las placas fueron leídas a los 30 minutos posteriores al 
término del procedimiento. Para determinar el punto de corte (CUT OFF) se 
utiliza la siguiente fórmula: 
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CUT OFF = (3 x desviación estándar de los controles negativos) + promedio de 
las muestras. 
Se toman como resultados positivos a los valores mayores o iguales al punto 
de corte y como negativos a los valores inferiores al punto de corte. 
En la elaboración de la técnica de iELISA con los 99 bovinos, se utilizó el mismo 
protocolo con las siguientes modificaciones: los anticuerpos primarios fueron 
los sueros del hato de 99 bovinos y el anticuerpo secundario fue un conjugado 
específico para bovinos (IgG anti-bovino). La distribución de muestras en la 
placa fue de sueros problemas del 1 al 96 en una placa, del 97 al 99 y controles 
positivos y negativos en otra placa. Para la obtención de resultados 
cuantitativos, se realizó un cálculo de cut off con la misma fórmula utilizada para 
los ovinos. 
 
7.5        Coeficiente de Concordancia “Kappa” 
Se realizó un estudio comparativo mediante una evaluación de concordancia 
de Kappa (K) entre las técnicas de inmunofluorescencia indirecta e iELISA, con 
apoyo en la tabla de concordancia y su fórmula. 
Cuadro 1. Tabla de Concordancia Kappa 
 












Positivos a b E 
Negativos c d F 









Concordancia observada (Co) =  
 
 
Concordancia por azar (Ce) =  
 
 





Fuerza de concordancia 
< 0 Pobre 
0 a 0.20 Leve 
0.21 a 0.40 Mediana 
0.41 a 0.60 Moderada 
0.61 a 0.80 Sustancial 
0.81 a 1.00 Casi perfecta - Perfecta 
  
K= 
Co – Ce 
 










8.1        Resultados de ovinos inoculados experimentalmente con la 
proteína recombinante RAP-1 de Babesia bigemina. 
8.1.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
Los resultados obtenidos en la prueba serológica de inmunofluorescencia 
indirecta, entre el antígeno crudo de B. bigemina derivado de cultivo in vitro y 
los anticuerpos policlonales anti-RAP-1 a partir de muestras obtenidas de 
ovinos inoculados experimentalmente revelaron que, del ovino con I.D. 197, el 
resultado seropositivo fue a partir del segundo muestreo a una dilución 1:80; sin 
embargo, el máximo título de anticuerpos fue de 1:1280 en el sexto muestreo 
(Anexo 3: cuadro 6); mientras que en el ovino con I.D. 198,  la respuesta 
inmunológica fue menor, obteniendo seropositivos hasta la tercera muestra, con 
título de anticuerpos de 1:320, llegando al máximo título al quinto muestreo con 
1:640, manteniendo el título de anticuerpos en los muestreos posteriores 
(Anexo 3: cuadro 7). De la misma forma se observa la dinámica de anticuerpos, 
obteniendo una dinámica ascendente y equitativa en el ovino 197 y una 




Figura 9. Dinámica de anticuerpos de los ovinos mediante la técnica de 
Inmunofluorescencia indirecta. 
A partir del segundo muestreo (muestreos cada 14 días) el ovino 197 ascendió 
su título de anticuerpos de manera proporcional hasta llegar a 1:1280 en el 
sexto muestreo, a diferencia del ovino 198, quien mostró un máximo título de 
anticuerpos de 1:640 manteniendo este título en el quinto, sexto y séptimo 
muestreo. 
En cuanto a los resultados visibles, en la figura 10 se observa la identificación 
mediante microscopía de epifluorescencia. Los resultados de 



































DINÁMICA DE ANTICUERPOS (IFI)
Ovino 197 Ovino 198
46 
 
Figura 10. Títulos de anticuerpos en inmunofluorescencia indirecta del ovino 
197 con objetivo 100X en microscopio de epifluorescencia. 
En el panel A se observa el muestreo dos con un título de anticuerpos 1:80, en 
el B el tercer muestreo con 1:160, en el panel C el cuarto muestreo con 1:320 y 
en el D, el quinto muestreo con un título de anticuerpos 1:640. 
 
8.1.2 Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas indirecto 
(iELISA) 
Los resultados de ELISA en las muestras de suero revelaron la presencia de 
anticuerpos específicos para la proteína RAP-1 en ambos ovinos, ya que los 
valores de absorbancia de los sueros obtenidos a partir del segundo muestreo 
estuvieron por encima del punto de corte, considerando así la reacción como 







Cuadro 3. Resultados de iELISA mediante espectrofotómetro. 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.103 0.166 0.159 0.066 0.059 0.058 0.066 0.091 0.076 0.06 0.053 0.031 
B 0.663 0.671 0.543 0.07 0.06 0.067 0.638 0.615 0.58 0.103 0.057 0.033 
C 0.567 0.517 0.59 0.256 0.07 0.079 0.584 0.548 0.119 0.109 0.071 0.036 
D 0.47 0.466 0.604 0.114 0.066 0.075 0.347 0.369 0.485 0.058 0.059 0.031 
E 0.554 0.564 0.488 0.088 0.113 0.098 0.681 0.633 0.666 0.057 0.06 0.02 
F 0.465 0.533 1.088 0.116 0.099 0.079 0.347 0.36 0.419 0.413 0.059 0.037 
G 0.075 0.068 0.108 0.147 0.092 0.075 0.329 0.298 0.497 0.062 0.064 0.033 
H 0.085 0.074 0.07 0.07 0.069 0.067 0.06 0.059 0.065 0.079 0.075 0.032 
De acuerdo con el cálculo de cut off, los valores marcados en color rojo son los 
muestreos basales y se encontraron por debajo del punto de corte, resultando 
como negativos, en verde se encuentran los muestreos siguientes por encima 
del punto de corte y corresponden a valores positivos. 
CUT OFF Ovino 197 = (3 x (0.03453018) + 0.142666667) = 0.246257207 
CUT OFF Ovino 198 = (3 x (0.012583057) + 0.077666667) = 0.115415839 
Para el ovino 197 se determinó un cut off en 0.246 y para el ovino 198 en 0.115 
Los valores superiores al cut off son considerados positivos y los valores que 






Figura 11. Resultados de muestreos en iELISA. 
 
8.2        Resultados de seroprevalencia de un hato de Pichucalco, 
Chiapas. 
8.2.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
Por otra parte, los resultados obtenidos por IFI en cuanto a los 99 sueros de 
bovinos provenientes de una zona endémica (Pichucalco, Chiapas) 
demostraron que, 94 de los sueros se identificaron como seropositivos y 5 





















Figura 12. Resultados de seroprevalencia en Inmufnofluorescencia indirecta e 
iELISA. 
 
8.2.2 Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas indirecto 
(iELISA) 
En cuanto a los resultados obtenidos por iELISA, se obtuvo un punto de corte 
de 0.488 para los 99 sueros de bovinos analizados, de los cuales 98 muestras 
fueron seropositivas, encontrándose por encima del cut off y una muestra 
negativa con valor inferior al punto de corte (figura 13); el porcentaje de 





























Seroprevalencia de B. bigemina en un hato 




Figura 13. Resultados de lecturas en iELISA de los muestreos del hato en 
densidad óptica. 
 
8.3        Resultados de concordancia (índice de kappa) 
8.3.1 Índice de kappa de ovinos inoculados 
De los 13 sueros previamente analizados por la técnica de inmunofluorescencia 
indirecta, el 76.9% (10 sueros) correspondió a muestras positivas y el 23.1% (3 
sueros) a muestras negativas. Estos mismos sueros, analizados por la técnica 
iELISA para la determinación de anticuerpos contra RAP-1 de B. bigemina; el 
resultado fue de 84.6% (11 sueros) de muestras positivas y 15.4% (2 sueros) 
de muestras negativas. Del total de sueros analizados, 10 sueros (76.9%) 
presentaron resultados positivos por ambas pruebas, 2 sueros (15.4%) 
presentaron resultados negativos por las dos técnicas y 1 suero (7.7%) resultó 




















El cuadro 4 muestra los resultados concordantes y discordantes, tanto positivos 
como negativos, obtenidos por las dos técnicas (IFI e iELISA). Se obtuvieron 10 
sueros positivos y 3 sueros negativos por la técnica de IFI y 11 sueros positivos 
y 2 sueros negativos por la técnica iELISA. Además, 1 muestra que fue negativa 
por IFI, fue positiva por la técnica de iELISA, y ninguna muestra que fue positiva 
por IFI, fue negativa por la técnica de iELISA. 
 
Cuadro 4. Resultados concordantes y discordantes obtenidos por las técnicas 










































El coeficiente de kappa de concordancia entre la prueba de ELISA y la 




8.3.2 Índice de kappa de seroprevalencia de un hato de Pichucalco, 
Chiapas. 
Fueron analizados 99 sueros de bovinos provenientes de zona endémica para 
determinar la seroprevalencia de Babesiosis bovina en este hato por dos 
técnicas serológicas, por la técnica de inmunofluorescencia indirecta, el 94.95% 
correspondió a muestras positivas (94 sueros) y el 5.05% a muestras negativas 
(5 sueros). Estos 99 sueros fueron analizados también por la prueba iELISA; el 
resultado fue de 98.9% para muestras positivas (98 sueros) y 1.01% para 
muestras negativas (1 suero). 
Del total de sueros analizados (99 sueros), 94 sueros (94.95%) presentaron 
resultados positivos por ambas pruebas, 1 suero (1.01%) presentó resultados 
negativos por las dos técnicas y 4 sueros (4.04%) resultaron positivos en una 
de las dos pruebas (iELISA). 
En el siguiente cuadro se muestran los resultados obtenidos por las dos 
técnicas serológicas, en donde se demuestran las concordancias y 
discordancias de los resultados positivos y negativos, obtenidos por las dos 
técnicas (IFI e iELISA). Se obtuvieron 94 sueros positivos y 5 sueros negativos 
por la técnica de IFI y 98 sueros positivos y 1 suero negativo por la técnica 
iELISA. Además, 4 sueros que fueron negativos por IFI, fueron positivos por la 
técnica de iELISA, y ninguna muestra que fue positiva por IFI, fue negativa por 






Cuadro 5. Resultados concordantes y discordantes obtenidos por las técnicas 
de iELISA e IFI en muestras de un hato de Pichucalco, Chiapas. 
 






































Teniendo como resultado del coeficiente de kappa de concordancia de las 





Los resultados obtenidos en las pruebas serológicas de Inmunofluorescencia 
indirecta (IFI) y Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas indirecto 
(iELISA) sobre los ovinos inoculados experimentalmente con la proteína 
recombinante RAP-1 de B. bigemina, se comprobó reconocimiento de 
inmunocomplejos con los anticuerpos policlonales obtenidos de los sueros de 
los ovinos tanto en la técnica de IFI con el antígeno nativo como en iELISA con 
el antígeno recombinante. Presentando un mejor título de anticuerpos el ovino 
197 en la técnica de IFI y dinámica de anticuerpos similar para ambos ovinos 
en la técnica de iELISA. 
Asimismo, se determinó la seroprevalencia de babesiosis bovina (B. bigemina) 
con el uso del antígeno nativo en la prueba de IFI y el antígeno recombinante 
en iELISA. Los resultados obtenidos demostraron que el antígeno recombinante 
reconoce a los anticuerpos de B. bigemina de forma muy similar al antígeno 
nativo, sin presentar diferencia significativa, obteniendo resultados similares de 
seroprevalencia en ambas pruebas, donde se representó con un porcentaje de 
concordancia de 0.33 y que a pesar de tener una fuerza concordancia mediana 
se considera que la proteína recombinante reconoce anticuerpos para B. 
bigemina al igual que el antígeno nativo. 
Además, es importante destacar que la presente investigación no solo radica 
en la identificación del reconocimiento de inmunocomplejos, sino en seleccionar 
los antígenos adecuados. Para dicha selección, fue necesario tener presente 
varios aspectos de la biología del patógeno: los antígenos involucrados en el 
proceso de invasión a la célula blanco, la diversidad antigénica de los diferentes 
estadios infectivos y el grado de conservación de los antígenos entre la 
diversidad de cepas virulentas presentes en la naturaleza. 
Pese a que aún no se ha reportado literatura que proporcione información sobre 
producción de anticuerpos policlonales de B. bigemina con los cuales se 
puedan comparar los resultados obtenidos en este trabajo, si existen reportes 
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de estudios que integran la utilización o producción de anticuerpos policlonales 
específicos para otros microorganismos tales como Toxoplasma gondii, Giardia 
intestinalis, Giardia duodenalis por mencionar algunos (García et al., 2005; 
Padilla-Londoño et al., 2008; Moreno-González et al., 2013; Guerra et al., 2016). 
Cabe mencionar que, de los agentes patógenos antes descritos, Toxoplasma 
gondii es un protozoario del filo Apicomplexa y que al igual que Babesia spp. es 
intraeritrocítico obligado. 
Padilla y colaboradores (2008), trabajaron en la producción de anticuerpos 
policlonales IgG contra una proteína recombinante de Toxoplasma gondii, 
inmunizando a dos grupos de conejos Nueva Zelanda con la proteína 
recombinante (NOS-Tg-r) y dos adyuvantes inmunológicos, hidróxido de 
aluminio y adyuvante de Freund para grupo 1 y 2 respectivamente. Utilizaron 
las técnicas serológicas empleadas en este trabajo, Ensayo por 
Inmunoadsorción Ligado a Enzimas indirecto (iELISA) e Inmunofluorescencia 
indirecta (IFI); en ambas técnicas se demostraron positivos los sueros a partir 
del segundo muestreo y obtuvo mejor respuesta inmunológica el grupo que se 
le administró adyuvante de Freund que el grupo al que se le administró 
hidróxido de aluminio. En el presente trabajo solo se utilizó adyuvante de 
Freund en conjunto con la proteína recombinante RAP-1 y se utilizaron ovinos 
para la obtención de mayor cantidad de suero (anticuerpos policlonales). 
Comparando los resultados de estos autores con el presente estudio, se puede 
determinar que en ambas investigaciones se obtuvieron resultados exitosos, 
observando reconocimiento de anticuerpos policlonales ante los antígenos 
recombinante y nativo. 
Por otra parte, el resultado del índice de kappa entre iELISA e IFI de este trabajo 
fue de 0.75, según los márgenes para estimar el grado de acuerdo en función 
del índice kappa, se interpreta como un grado de acuerdo sustancial. Padilla y 
Colaboradores (2008), no realizaron protocolos de concordancia entre las 
técnicas serológicas utilizadas en su trabajo. Sin embargo, Cortés y Mancera, 
(2009), realizaron un trabajo de medición de la concordancia entre ELISA e IFI 
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para la determinación de anticuerpos tipo IgG contra Toxoplasma gondii, donde 
se obtuvieron resultados de 0.95 (casi absoluto). A pesar de que obtuvieron un 
resultado de concordancia mayor al demostrado en el presente trabajo, sí se 
observó un grado de concordancia sustancial lo que demuestra que existe un 
buen margen de concordancia entre pruebas serológicas, se considera que en 
el presente estudio se obtuvo un porcentaje menor al presentado por los autores 
antes mencionados, ya que ellos trabajaron con antígenos completos (mezcla 
de antígenos) y en la presente investigación se trabajó con una parte del 
antígeno completo (proteína recombinante RAP-1). 
Por último, en la instrumentación de las pruebas serológicas IFI e iELISA para 
la obtención de seroprevalencia de un hato, se utilizó la proteína recombinante 
RAP-1 donde se comprobó que esta proteína es capaz de reconocer al antígeno 
completo de B. bigemina y el antígeno recombinante. Rojas y colaboradores 
(2004), realizaron un estudio de prevalencia de Babesia bovis y B. bigemina en 
un hato de Axochiapan Morelos, donde llevaron a cabo estudios de prevalencia 
en los diferentes meses del año, se obtenían porcentajes altos en los meses 
julio y agosto, pero mayor incidencia de enfermedad en el mes de marzo. Con 
los porcentajes de prevalencia obtenidos en los diferentes meses, se obtuvo un 
promedio, teniendo una prevalencia general del 37%. Por otro lado, Yucatán ha 
tenido valores del 57% a 66% de prevalencia, determinados por IFI y PCR 
respectivamente. En el estado de Yucatán, se ha observado una prevalencia a 
B. bigemina de 57% determinada por IFI (Ramos et al., 1992), y de 66% 
determinado por PCR (Figueroa et al., 1993). Estos estudios fueron realizados 
con el uso del antígeno completo (mezcla de antígenos) de B. bigemina. Sin 
embargo, en el presente trabajo se realizó con el uso de un antígeno específico 
de B. bigemina, en este caso la proteína recombinante RAP-1, donde se 
observó que el antígeno específico antes mencionado mantiene antigenicidad 
ante sueros de bovinos en campo, del mismo modo que si se utilizara el 
antígeno completo de B. bigemina. Y aunque los resultados obtenidos en este 
estudio  fueron de 94% y 98% de seroprevalencia para IFI e iELISA 
respectivamente, se debe tener en cuenta muchos factores tanto positivos 
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como negativos, y especular sobre ellos, por ejemplo, que el antígeno 
recombinante provoque inespecificidad provocando falsos positivos, pero por 
otro lado es importante resaltar que, el cambio climático ha ido aumentando con 
el paso de los años, provocando temperaturas ambientales elevadas, 
propiciando así las condiciones idóneas para el desarrollo de la garrapata vector 
y el agente patógeno y en consecuencia a esto es que ha aumentado el 





Se logró poner a punto el Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas 
indirecto (iELISA) en ambos experimentos, primero al observar el 
reconocimiento antígeno-anticuerpo de inmunocomplejos en ovinos inoculados 
con la proteína recombinante RAP-1; y segundo, para la obtención de 
seroprevalencia de babesiosis bovina de un hato de 99 bovinos, con el uso de 
la proteína recombinante RAP-1 de B. bigemina como antígeno. 
La proteína recombinante RAP-1, logro ser inmunogénica para los ovinos, de 
tal forma que, al evaluar los sueros colectados a lo largo de las inmunizaciones, 
mostraron reconocimiento con los antígenos tanto nativos como recombinantes, 
mediante la técnica de IFI y iELISA, respectivamente. Lo cual permitirá emplear 
la proteína recombinante (RAP-1) y los anticuerpos policlonales IgG de ovino 
anti- RAP-1, como antígeno y anticuerpo específicos de Babesia bigemina para 






Para fortaleces los resultados obtenidos, se sugiere repetir los experimentos 
realizados en este trabajo, del mismo modo se pueden utilizar un mayor número 
de animales experimentales, para identificar si el comportamiento inmunológico 
de los resultados obtenidos se asocia al antígeno recombinate (RAP-1) y/o, 
también puede influir el sistema inmunológico individual de los ovinos. 
Por otro lado, algunos autores han trabajado con inmunizaciones para el 
ganado con cocteles de proteínas recombinantes (Willadsen, 2008; Álvarez et 
al., 2010), proponiendo una buena protección. En el caso de la producción de 
anticuerpos policlonales, podría ser de gran utilidad trabajar con inoculaciones 
de mezclas de antígenos recombinantes, para B. bigemina las proteínas: 12D3, 
PG55 y RAP-1, de esta manera se podrían obtener anticuerpos policlonales con 
mayor reconocimiento al antígeno nativo. 
Finalmente, también podrían ser útil la reproducción de la técnica serológica 
iELISA con el uso de la proteína recombinante RAP-1 de B. bigemina y sueros 
de animales infectados únicamente con Babesia bovis y MSA-1 de B. bovis con 
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15.1 ANEXO 1 
Preparación de soluciones para pruebas serológicas 
 
15.1.1 PBS 10X Stock 
Disolver en 200ml de agua destilada. 
Reactivo Cantidad (g) 








Aforar a 1000 ml con agua destilada, ajustar pH a 7.2 y mantener a 4°C.  
 
15.1.2 PBS 1X Stock 
En 900 ml de agua destilada se agregarán 100ml de PBS 10X 
 
15.1.3 Solución de lavado PBS-Tween, 200ml 
200ml x 0.1% = 400,000 = 400μl 
A 200ml de PBS 1X se le agregan 400μl de Tween 20 y se homogeniza a 
manera de no provocar espuma. 
 
15.1.4 Solución de bloqueo, Leche al 3%, 50ml 




A 40ml de PBS-Tween se le agregan 1.5grs de leche al 3%, se homogeniza y 
se completan los 50ml añadiendo más PBS-Tween. 
 
15.1.5 Diluciones de sueros problema. 
>> Para IFI se realizan ocho diluciones dobles seriadas de los siete muestreos 
de las diferentes fechas de extracción sanguínea de los dos ovinos, utilizando 
PBS 1X filtrado. Iniciando en dilución 1:80. En el caso de los sueros problema 
de los 99 bovinos, se hizo una dilución única 1:80 de cada una de las muestras.
  
>> Para iELISA se elabora una dilución de cada muestra a 1:200 con PBS 1X 
filtrado. 
 
15.1.6 Dilución de conjugados. 
>> Para IFI ovinos se realizó una dilución 1:250. 1μl de anti-IgG de ovino y 249μl 
de PBS 1X filtrado. Para IFI de bovinos se hizo una dilución 1:500 de anti-IgG 
de bovino. 
>> Para iELISA se elaboró una dilución de conjugado anti-IgG de ovino 1:10000 
y una dilución de conjugado anti-IgG de bovino 1:10000 en PBS 1X filtrado 
Cabe mencionar que las cantidades utilizadas para la realización de las técnicas 
serológicas fueron estandarizadas en trabajos anteriores. 
 
15.2 ANEXO 2 




15.2.1 Técnica IFI 
1. Se utilizaron laminillas con antígenos derivados de cultivo in vitro de B. 
bigemina con un porcentaje de eritrocitos para citados (PEP) de 3% 
mantenidos en congelación a ˗20°C. 
2. Se retiraron del congelador y se colocaron inmediatamente en perlas de 
sílice, posteriormente se incubaron a 37°C para su secado durante 15 
min. 
3. Posteriormente se sumergieron en acetona por seis minutos para su 
fijación y se delimitaron áreas circulantes con lápiz graso donde se 
colocaron las muestras. 
4. A cada círculo se le agregaron 5μl de cada una de las muestras de suero 
de ovino previamente diluidas, incluyendo un control positivo y negativo. 
5. Enseguida se colocaron las laminillas en la cámara húmeda y se 
incubaron a 37°C durante 30 minutos 
6. Se realizaron 3 lavados, el primero con PBS 1X y se colocaron en el 
agitador por 10 minutos a 110rpm. Un segundo lavado similar, a 110rpm 
durante 5 minutos; por último, un lavado con agua destilada por 5 
minutos a 110rpm en agitador. 
7. Se agregó 5μl de conjugado anti-IgG de ovino con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) previamente diluido a 1:250 a todos los círculos 
marcados. Se repetirá paso 5 y 6. 
8. Se realizó lectura de microscopio de epifluorescencia (34473-B LEICA 
DMLB) en objetivo de 100x, agregando a cada delimitación una gota de 




15.2.2 Técnica iELISA 
1. Se sensibilizó la microplaca de poliestireno de 96 pozos con 100μg/ml 
de proteína recombinante RAP-1, en tampón de carbonatos. Con ayuda 
de una micropipeta multicanal se agregaron50μl a cada pozo. Se colocó 
la alfombrilla de goma sobre la placa y se envolvió con papel aluminio, 
se rotuló e incubó a 4°C durante 16-20hrs. 
2. Se realizaron 3 lavados, un lavado rápido añadiendo 50μl de PBS a cada 
pozo y secando vigorosamente sobre toallas de papel. Se procedió a un 
segundo lavado agregando 50μl de PBS-Tween a cada pozo, colocando 
la placa en el agitador a 150 rpm durante 5 minutos, se secó 
vigorosamente sobre toallas de papel y se hizo un tercer lavado igual al 
segundo. 
3. Una vez seca la placa, se le añadieron 50μl de solución de leche 
descremada al 3% a cada pocillo y se cubrió con la alfombrilla y el papel 
aluminio. 
4. Se incubó por 30 minutos a 37°C. Se repitieron lavados del paso 2. 
5. Se colocó en la placa 50μl a cada pozo de los sueros problema 
previamente diluidos (1:200 c/u) y se cubrió e incubó a 37°C durante 60 
minutos. Se repitieron lavados del paso 2. 
6. Se colocaron 50μl de conjugado anti-IgG de ovino en cada pozo. 
Previamente diluido a 1:10000 en PBS 1X filtrado. 
7. Se cubrió e incubó a 37°C por 30 minutos. Se repitieron lavados del paso 
2. 
8.  Se agregaron 50μl de sustrato cromogénico TMB, se tapó con la 




9. Se realizaron las lecturas en espectrofotómetro (BIO-RAD, Imark 14710) 
a 650nm de densidad óptica. 
NOTA: Para la obtención de resultados de seroprevalencia de un hato de 99 
bovinos provenientes del campo experimental Pichucalco, Chiapas (zona 
endémica), se llevaron a cabo las técnicas serológicas antes descritas, a 
diferencia de los sueros y conjugados utilizados. 
 
15.3 ANEXO 3 
Cuadros de resultados de ovinos inoculados experimentalmente con la proteína 
recombinante RAP-1 de Babesia bigemina en Inmunofluorescencia indirecta. 
 




RAP-1 OVINO 197 
 80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 
1 - - - - - - - - 
2 + - - - - - - - 
3 + + - - - - - - 
4 + + + - - - - - 
5 + + + + - - - - 












RAP-1 OVINO 198 
 80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 
1 - - - - - - - - 
2 - - - - - - - - 
3 + + + - - - - - 
4 + + + - - - - - 
5 + + + + - - - - 
6 + + + + - - - - 
7 + + + + - - - - 
 
